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SULLA  DISTRIBUZIONE  DEI  BACTERI  NEL  FORIVIAGGIO  DI  GRANA  (*). 

Ricerche 

del  prof.  dott.  Costantino  G orini. 

(con  2 fìjjure) 


Da  quando  Cohn  (1)  e Duclaux  (2)  ebbero  dimostrato  T inter- 
vento microbico  nella  maturazione  dei  formaggi,  molti  sono  i ricer- 
catori che  sottomisero  ad  analisi  bacteriologica  le  diverse  qualità 
di  cacio.  Queste  analisi,  eseguite  coi  soliti  metodi  culturali  di  Kock, 
ci  rivelarono  parecchi  fatti  interessanti  relativi  all’ enorme  copia  di 
bacteri  che  sono  contenuti  nel  formaggio,  alla  loro  natura  ed  alle 
loro  vicende  secondo  gli  stadi  di  maturazione,  secondo  il  tratta- 
mento dei  formaggi  e così  via. 

Nessuno  però,  che  io  mi  sappia,  si  è preoccupato  finora  di  inda- 
gare in  qual  modo  i bacteri  si  trovino  distribuiti  nel  formaggio, 
talché,  e dal  silenzio  degli  Autori  e dal  metodo  da  loro  seguito  per 
le  analisi  quantitative  (v.  più  sotto),  sarebbe  lecito  argomentare  che 
i germi  siano  uniformemente  disseminati  nella  massa  del  caseuni. 

Essendomi  proposto  uno  studio  bacteriologico  sistematico  del  for- 
maggio di  grana  (tipo  lodigiano),  ho  pensato  che  dovesse  importare 
innanzitutto  l’osservazione  microscopica  diretta  dei  bacteri,  sì  come 
stanno  in  esso  annidati. 


(*)  Questo  lavoro  fu  ammesso  al  R.  Istituto  Lombardo  di  scienze  e 
lettere  con  voto  27  dicembre  1903  della  Sezione  competente;  ma,  per 
ragioni  indipendenti  dalla  volontà  dell’autore,  non  potè  essere  letto  che 
nella  seduta  del  28  gennajo  1904. 

(1)  Jieitrdge  z.  Biol.  d.  P/lavzeìi,  1875,  Bd.  i,  II.  3. 

(2)  Annales  agronomiques,  1878. 
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:V  tal  uopo  ho  considerato  il  cacio  come  un  tessuto  invaso  da 
bacteri  e l’ho  sezionato,  come  si  pratica  in  tecnica  istologica,  tanto 
a fresco  quanto  previo  indurimento  nella  serie  ascendente  defili 
alcool  montando  poi  le  sezioni  in  balsamo  come  di  norma. 

(Questo  indurimento  è molto  op|iortuno,  specialmente  se  si  tratta 
di  formajjgio  fresco,  che  non  si  {)resta  a seziouatura  sottile,  e so 
si  voi^liono  colorire  le  sezioni,  come  convien  fare  per  distinguere 
meglio  i bacteri  in  esso  giaceiìti.  Il  colorante  da  me  usato  è il  bleu 
di  metilene  in  soluzione  acquosa  attenuata. 

Esaminando  al  microscopio  una  serie  di  queste  sezioni  apparte- 
nenti a formaggi  di  diversa  prevenienza  e in  diversi  stadi  di  ma- 
turazione debbo  dire  in  {)rimo  luogo  di  aver  ottenuto  per  tal  via 
la  più  convincente  dimostrazione  che  il  formaggio  è una  vera  cul- 
tura di  bacteri,  come  emerge  dalle  figure  che  qui  reco. 

.In  secondo  luogo  ho  j)Otuto  constatare  che  i bacteri  si  trovano 
distribuiti  nel  cacio  sotto  due  modalità:  una  forma  che  possiamo 
chiamare  di  disseminazione  (fig.  1 «),  in  cui  cioè  i bacteri  sono  pres- 
soché uniformemente  dispersi  o tutt’alpiù  riuniti  a piccoli  fascetti 
entro  le  maglie  del  casenni  ; ed  una  seconda  forma  che  possiamo 
chiamare  di  accnmniazione  (fig.  1 à),  in  cui  i bacteri  si  trovano  as- 
sembrati in  gran  copia  qua  e là,  a costituire  delle  vere  colonie, 
simili  a quelle  che  si  incontrano  nelle  comuni  culture  bacteriche 
a piatto.  (Queste  due  modalità  di  distribuzione  sono  entrambe  visibili 
quando  si  osservano  le  sezioni  a forti  ingrandimenti  (fig.  1);  che  se 
invece  si  osservano  le  sezioni  con  ingrandimenti  deboli,  si  rilevano 
solamente  gli  accumuli  bacterici,  onde  sembra  proprio  di  aver  sotto 
il  microscopio  una  cultura  piana  colle  rispettive  colonie  (fig.  2).  • 

Ora,  mentre  la  prima  distribuzione  è,  come  dicevo,  discretamente 
uniforme,  nel  senso  che  tutti  i punti  del  formaggio  si  mostrano  in- 
vasi in  quasi  egual  misura  da  bacteri  disseminati,  Taltra  modalità 
è molto  variabile  a seconda  dei  punti  esaminati;  in  alcuni  punti 
le  colonie  sono  numerose,  in  altri  sono  raro;  in  alcimi  esse  sono 
avvicinate,  in  altri  allontanate;  ora  grandi  ed  ora  piccole;  e tutto 
ciò  in  una  medesima  formaggia  e senza  ra[)porti  manifesti  colle  di- 
verse località 

Infatti.  Differenze  notevoli  e costanti  fra  le  parti  periferiche  e le 
parti  centrali  del  formaggio  non  mi  fu  dato  riscontrarle.  Ilo  pen- 
sato altresì  che  potesse  esservi  corrispondenza  fra  gli  accumuli  bac- 
terici e le  piccole  fenditure  ed  occhiature  che  si  notano  qua  e là 
nelle  sezioni,  ma  anche  qui  non  mi  è riuscito  di  accertare  dei  fatti 
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costanti;  molte  aperture  appajono  bensì  ingombre  da  bacteri  (v.  figu- 
ra 1,  c),  ma  molte  altre  se  ne  presentano  sgombre  o quasi.  Inoltre 
sonvi  grossi  accumuli  bacterici  anche  fuori  dalle  aperture,  proprio 
entro  la  compagine  del  caseum.  (Y.  Taccumulo  h situato  in  basso 
nella  figura  1.) 

L’unico  rapporto  che  ho  potuto  verificare  è coll’età  dei  formaggi 
nei  primordi  della  maturazione.  Nel  formaggio  fresco  predomina  la 
forma  di  disseminazione;  nei  giorni  successivi  invece  va  accentuan- 
dosi la  forma  di  accumulazione;  si  può  dire  che  la  moltiplicazione 
bacterica,  la  quale  dapprincii)io  è difi'usa  in  tutta  la  massa,  in  se- 
guito va  concentrandosi  di  preferenza  in  dati  punti,  onde  le  colonie 
aumentano  progressivamente  di  numero  e sopratutto  di  volume. 

Questo  fatto  può  trovare  una  spiegazione  in  un  ineguale  prosciu- 
gamento del  formaggio,  per  cui  la  moltiplicazione  bacterica  sarebbe 
più  rigogliosa  là  dove  più  a lungo  rimane  imprigionato  del  siero. 
Non  bisogna  però  dimenticare  neppure  la  diversa  attitudine  che 
offrono  le  diverse  specie  bacteriche  a svilup[)arsi  in  determinati 
ambienti,  nò  bisogna  trascurare  la  diversa  vigorosità  che  presentano 
i singoli  individui  di  una  medesima  specie. 

E noto  infatti  che,  anche  nelle  ordinarie  culture  piane,  a seconda 
delle  condizioni  d’ambiente,  si  sviluppano  di  preferenza  certe  specie 
in  confronto  di  certe  altre,  e che  fra  i rappresentanti  di  una  stessa 
specie,  in  una  medesima  piatta,  alcuni  formano  colonie  grandi,  altri 
ne  formano  di  piccole,  di  [)iccolissime,  altri  infine  non  arrivano 
neppure  a produrre  colonie  percettibili  coi  deboli  ingrandimenti;  e 
ciò  non  sempre  trova  ragione  in  una  diversa  profondità  di  situa- 
zione, nè  in  altre  circostanze  di  sviluppo,  all’infuori  di  un  differente 
potere,  diremo  così,  prolifico  individuale.  Pertanto  la  formazione  di 
accumuli  nel  formaggio  panni  sia  altresì  da  considerarsi,  almeno 
iu  parte,  come  espressione  di  un  miglior  adattamento  di  certe  specie 
bacteriche  e di  certi  individui  a quelle  date  condizioni  di  vita. 

(Questo  concetto  fu  una  delle  guide  che  mi  hanno  condotto  alla 
selezione  di  certa  specie  di  fermenti,  di  cui  sto  esperimentando  l’in- 
fiuenza  sulla  fabbricazione  del  formaggio  di  grana  in  un  Caseificio, 
che  la  illuminata  liberalità  di  sodalizi  e privati  ha  messo  a mia 
disposizione  (1). 


(L  A tal  uopo,  sotto  gli  auspici  del  Comizio  Agrario  di  Milano  e della 
Società  Agraria  di  Lombardia  si  è costituita,  nel  giugno  1903,  un’^Isso- 
ciazione  studi  sulla  fabbricazione  razionale  del  formaggio  di  grana. 
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Ma  SU  questo  {)unto  non  intendo  per  ora  di  addentrarmi,  in  attesa 
dei  risultati  detinitivi  dello  ])rove  che  sono  in  corso  dal  luglio  ul- 
timo passato.  Ciò  che  invece  mi  piace  di  far  notare  qui  è l’ impor- 
tanza che  rirregolarità  di  distribuzione  hacterica  nei  formaggi  ac- 
<!iiista  per  l’analisi  bacteriologica  (luantitativa  dei  formaggi  stessi. 

noto  infatti  come  questa  analisi  sia  già  forzatamente  imperfetta 
per  il  fatto,  che  il  formaggio  non  è solubile  in  liquidi  che  siano 
innocui  alla  vita  dei  bacteri.  Jjaonde,  dovendo  ricorrere,  anziché  ad 
una  soluzione,  ad  un  semplice  stemperamento  del  cacio  in  acqua 
od  in  brodo,  non  si  può  mai  ottenere,  specialmente  coi  formaggi 
freschi  e a pasta  dura,  un’emulsione  così  omogenea  e line  da  porre 
in  libertà  tutti  i germi  e permettere  loro  di  svilui)parsi  nelle  cul- 
ture. Ija  triturazione  può  essere  eseguita  colla  massima  cura  possi- 
bile; invece  di  stemperare  semplicemente  il  materiale  in  matraccini 
con  bastoncini  di  vetro  (come  praticano  la  maggior  parte  degli  espe- 
rinientatorij,  si  può,  come  consigliano  Russel  e "Weinzirl  ( 1),  stem- 
perarlo entro  mortajo  in  contatto  con  sostanze  linamente  divise 
(zucchero,  sabbia,  polvere  di  vetro,  eco.)  ; ma  lo  sminuzzamento 
riesce  sempre  incompleto  ed  irregolare,  o quindi  in  misura  presu- 
mibilmente differente  da  una  volta  alhaltra;  ancorché  si  ponga 
mente  di  triturare  tutti  i campioni  in  egual  grado,  il  caso  vi  gioca 
sempre  una  parte  non  trascurabile  né  precisabile.  A questa  fonte  di 
errore  attribuiscono  infatti  gli  Autori  i risultati  contradittorii  e non 
altrimenti  giustificabili  che  hanno  incontrato  nelle  analisi  bacterio- 
logiche  culturali  dei  diversi  formaggi.  Por  cui,  come  riconoscono 
<lel  resto  gli  stessi  esperimentatori  (Freudenreich  (2),  0.  Jensen  (3), 
Kussel  e Weinzirl  (4),  ecc.),  le  numerazioni  fatte  sopra  emulsioni 
eosì  ottenute  non  possono  avere  un  valore  assoluto,  né  servire  per 
eonfronti  esatti  fra  diverse  prove,  ma  sem[)licemente  per  acquistare 
dei  criteri  quantitativi  approssimativi. 

Ora,  se  alla  imperfetta  triturazione  del  materiale  di  analisi  si 
aggiunge  la  sopra  notata  irregolare  distribuzione  dei  bacteri  in 
osso  racchiusi,  si  capisce  come  l’incertezza  delle  determinazioni 
numeriche  venga  ad  essere  aumentata;  campioni  di  ugual  peso  di 
un  medesimo  formaggio  risulteranno  diversamente  carichi  di  bacteri 


(1)  Centralhl.  f.  Bakt.,  Sez.  ir,  voi.  iii,  1897. 

(2)  Landwiì'tsch.  Jalirhuch.  d.  Schiceiz,  1891,  p.  19  e 1894-,  p.  209, 

(3)  Centralhl,  f.  lìakt.  Sez.  ii,  voi.  iv,  1898. 

(4)  Loc.  cit. 
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non  soltanto  secondo  la  proporzione  degli  individui  che  vengono 
messi  in  libertà  per  etfetto  dello  stemperamento,  ma  altresì  secondo 
il  numero  e la  grossezza  degli  accumuli  bacterici  che  ciascun  cam- 
pione contiene. 

Evidentemente  non  è possibile  definire  nei  singoli  casi  qual 
parte  di  errore  spetti  a ciascuna  delle  due  cause  suindicate.  Certo 
però  sembrami  che  l’errore  derivante  dall’ineguale  distribuzione 
microbica  risulterà  tanto  maggiore  quanto  minore  sarà  la  quantità 
di  formaggio  che  vien  sottomessa  ad  esame.  Ma  su  ciò,  come  sopra 
alcune  norme  che  in  base  ai  fatti  osservati  mi  pajono  atte  a mi- 
gliorare il  metodo  di  analisi  bacteriologica  quantitativa  dei  for- 
maggi, riferirò  in  altra  occasione.  Per  ora,  riassumendo  il  portato 
delle  suesposte  ricerche,  concludo: 

Sottoponendo  il  formaggio  all’esame  microscopico  per  sezioni,  se- 
condo il  metodo  da  me  proposto,  risulta: 

1. "  Che  il  formaggio  di  grana  lodigiano  può  essere  real- 
mente considerato  come  una  cultui’a  di  bacteri,  i quali  si  tro- 
vano in  parte  pressoché  uniformemente  disseminati  nella  massa  ca- 
seosa, in  parte  accumulati  in  colonie  di  diverso  volume,  inegual- 
mente distribuite  entro  la  massa  stessa; 

2. "  Che  questa  irregolare  distribuzione  bacterica  viene  ad  ac- 
crescere le  cause  di  errore  nella  analisi  bacteriologica  quantitativa 
del  formaggio. 

Milano,  Laboratorio  di  hacteriologia  della  R.  Scuola 
sìtperiore  di  agricoltura  — 15  novembre  1903. 


Rend.  Ist.  Lomb.  Voi.  XXXVII.  GORINI  — Bacteri  nel  formaggio  di  grana. 


1.  — Sezione  microscopica  di  formaggio  di  grana  di  50  giorni.  — Fig.  2.  — Sezione  microscopica  del  medesimo  formaggio  della  Fig.  1, 

Ingrand.  500  diam.  — a)  Bacteri  disseminati  — b)  Bacteri  accu-  — Ingrano.  50  diam.  (Si  vedono  solamente  gli  accumuli  o colonie 

mulati  (colonie)  — c)  Fenditura.  di  bacteri  ineguali  per  volume  e per  distribuzione). 
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